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　患者或V・は保菌者から分離された赤痢菌の菌型
の決定は血清学的二二によらなければならぬが，
その際必要な診断血清は20数種の多きtcのぼり，
これ等を從來の成書等に記i隊されてV・る冤疫方法
によって作ると多くの手数と時闇を要する。殊に
志賀菌の如く…毒性の弧V・ものでは，冤疫期周中に：
家兎が衰弱し途には急死する場合も少なくなV・。
從ってこのような凝集素通L清の作り方については
なお改良の必要があると感ぜられるのであるが，
この方面の報告は余り見当らなV・。その意味で上
野氏の報告「志賀赤痢菌凝集素血清の作り方」1）は
注目せられてよいと思う。上野氏の考えは，’毒性
で動物が衰朋するのであるから菌量を少なくして
毒性を減じ，動物が弱らなV・うちに口的を達しよ
うというのがねらV・であって，大変面白V・考え方
と思われるのであるが，その追試がなされたこと
をまだ聞いてV・ない。そこでわれわれは上野氏の
：方法を追試してみたのであるが，志賀赤痢菌を用
いて上野氏のいうように力慣の高V・凝集素血L清を
得ることが出來た。そこで更に他の赤痢菌にも試
み，必要に慮じて若干の改変も加えることによっ
て，赤痢菌凝集素血清を能率的に得ることが出時
ることを経験したので，以下その成績について述
べる。
実験材料並びに実験方法
　使用赤痢菌株は総て予防衙生研究所より分一されたもの
を用いた。家兎は体重2～3kgで多くは白色のものを用い
た。・
　免疫方法はそれぞれの項で述べる。
　定量凝集反慮は倍数稀釈した血滴0．5ccに1mg／ccの菌
液ユ滴を加え50。C211弄問湯槽セこおいた後1夜室温に静置
し，翌日凝集鏡を以て論定した。
実験成績
　1．志賀赤痢菌凝集素血清の作り方
　　　　　　　　　　　　　　　　　1　上野氏によれば志賀赤痢菌の加熱死菌　　　　　　　　　　　　　　　　　　白金耳（即ち　　　　　　　　　　　　　　　　　1000．02mg♪を家蒐瀞脈内に隔Hに2回注射すれば冤疫第9Hに
高い凝集素偵（1，600～3，200倍）を示す血清が得ちれるとい
う。われわれは加熱死菌の代りに生菌を用いて追試を行つ
　　　　　　　　　　　　　　　　1た。即ち志賀赤痢菌（花房株，の生菌　　　　　　　　　　　　　　　　　白金耳1を家1兎静脈　　　　　　　　　　　　　　　100内に隔Hに2回注射した結果，免疫第9日に6，400～12，800
倍の凝集素債を示す免疫血濤を得ることが出來，しかも家
兎はこの免疫期間中には衰弱を示さなかった（第1表謬照）。
　2．その他の赤痢菌凝集素血清め作り方
　上野氏の「志賀赤痢菌凝集素血清の作り方」をLt試し頁
好な結果を得たので，その他の赤痢菌の凝集素血清も同様
の方法で作る事が出來るめではないかと考え，次の方法で
免疫・実施した・賜鴫・・分・嚥死繭意醗耳
（0．04mg）を隔Hに2回家兎静脈内に注射し免疫第9日に血
清の凝集素債を測定した。その結果は第1表に示す如く，
1）上野：　日本医学及び健康保瞼3337，151昭18）．
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大野菌及び二木菌属の諸菌に対する抗血清は1，600～6，400
倍の凝集素償を示した。ただ大原菌では200倍，箕田菌で
は800～1，600倍の凝集素債を示すに過ぎなかった。大原菌
は元來凝集素の出來難い薗で，診断血清の規格も640倍と．
記載されているほどであるから2）上記の免疫方法では菌量
が不十分なのか転知れない。そこで同菌については同じ家
　　　　　　　　　　　　　1兎鎚力晩疫とし硬に生菌下醗耳（0・4mg）湘田こ
2回注射してみたところ，免疫第90に家兎3頭の中2頭
は800倍，1頭は400倍の凝集素債を示すに到った。
第　　1　表
免 疫 菌
????????????　　　賀　（花　房　株）
　　　野　（府　巾　株）
　　　原　（渡　枝　粧）
　込　A　（原　　　株）
込　．BI（原　　株）
込　Bm　（原　　　株）
　　　瀬（園　rl株）
　　　村（傳研株）
　　　和・（第15号株）
　　　頁：（第18号株）
　　　：貢，（荒　井　株）
　　　田（九大X株）
家 兎 番 号
No．　1 No．　2 No．　3 No．　4 No．　5’
6400
6400
200
3200
3200
6400
3200
1600
3200
6400
3200
1600
10．800
6400
　200
3200
3200
3200
3200
3200
320（ジ
3200
3200
1600
6400
6400
100
6400
1600
3200
1600
3200
6400
3200
800
6400
12800
6400
6400
16QO
6400
註：表山の数字は凝集綴（該当菌に対する）を示す。
　3．免疫血清の特異性の検計
　診断血，清はある程度以上の凝集素債を有する事が必要で
あると同時に特異性の高いものでなければならない。前記
の赤痢菌免疫血清の特異性を槍討するために先ず標準菌株
との間に交叉凝集反旛を行ったが，その成績は第2表に示
すとおりである。
第．2　表
?????????
賀
志　　大
@野
?? ?????? ????? ?? ?? ??． ??? ??? ??
志
大??」?
．?「?
原
Al　－
BI　1　50
50
50
800
一　　1　50
32）OO　1600　1　1600　1　400　1　3200　1　3200　1　1600　1　800　1　800
100　1　50　1　100　1　100　1　50　r　50　1　100　1　50　1　400
3200　1　100　1　400　1　IOO　1　400　1　400　1　400　1　200　1　100
3200　1　3200　1　3200　1　800　1　3200　1　800　1　3200　1　1600　1　400
駒　　込　BIIエ 100 100 100 3200100 3200　1600320016003200160050
川　　　　　瀬 一 一 一 1600200 400　　1600 3200400 400
　1Wbo
申　　　　村 25 一 25 1600400 1600　　400
800
R200
R200
16001600　　800100
昭　　　　　和 一 o一 一 400 400 1600　　400 3200400　　100400
両　　　　貢18 100 一 一 800 400 800　　504001　　50 3200　　800400
両　　　：貢荒片 100 F 一 800 400 800　　50400 ・5ρ 3200　3200400
箕　　　　　田 200 一 一 SOO 25 100　　800
　　　1|1200一　　　　　　　　　　　　一 ・6・6i
　　　　　註：一は血清稀釈25倍で凝集反磨陰性，数字は凝集反応陽性を呈する血清稀釈倍数を示す。
2）厚生省：衙生検査揃針1（1950》
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’即ち志賀菌プ大野菌，大原菌の抗血清は特異性が高いが，
その他の菌の抗血清は何れも強い類属凝集反慮を示してい
　る。そこで後者については更に類属凝集素を吸牧し載せガ
ラス上凝集反磨（slide　agglutination，によってしらべた
ところ，それぞれの菌に対論iする型特異吸牧血清とする事
が出国た。その成績が第3表である。　　　　・
第3表　　型特異吸牧血清による載せガラス上凝集反慮
志　賀 大　野 大　原 駒込A 駒込BI駒込Bm川　瀬 中　村 昭　和 画貢18箕　田康　　璽
1：30 1：30 1＝20 1：20 1：15 1＝15 1：10 11201＝30 1＝10 1：10
??????????? ? 駒込BI　志　賀　志　賀　志　賀　志　賀　志　賀
川　瀬　駒込Br駒込BI駒込Bエrl駒込BIIエ駒込BI
中村駒込Bm駒込BIII　　　　川瀬
昭和申村川瀬
??﹇?????? ??
川　　瀬
中　　四
三　　和
酉　　：ffls
箕　　日
用
十
十
十
十
十
十
??
???
十
十
註：＋は載せガラス凝集反応陽性。．一は陰性。
　なお定量凝集反礁により型特異血清の対慮する菌に対す
る凝集素債をしらべた成績は第4表の如くである。
第4表
型特異血清
???????????
??
込BIII
　　瀬
　　村
　　和
　貢1s
　　田
凝集素償
6400
6400
800
1600
1200
1200
soo
800
1600
200
1600
　即ち以上の威績からみて，診断に使用するに足るだけの
高い特異性も具っている事が知られる。『
　4．Shigella　fiexneri群各菌の免疫血清の作り方
　上記の実瞼は教室の開設された昭和25年に行われたも
のであって，当時わが國の赤痢菌分類法は学振法に從って
おり，厚生省編纂の衛生楡査指針2）もこの分類に基い『て作
られたものであった。処が丁度その年（1950年）にリオデ
ジャネーロにおける一際微生物学会において新に提案さオし
た赤痢菌國際分類法が承認を受け，國際的に分類法が統一
せられ，標準菌株も分與されることになり，われわれにも
新しい國際分類法に甚いた診断血浩を作る事が必要になっ
たので，その血清も上記の方法に從って作ってみた。
　上記の免疫方法で大体所期の血清を得る事が｝il來たが，
噺こ高い凝集素債をもつた抗血清が得られない事（例えば
大原菌の揚合の如く1があったので，Shigella　fiexneri群
の田畑免疫血清を作る際には免疫方法を次の如く改めてみ
た。即ち60。C，30分加熱死菌を1／10J　1／rVl　lfr，及び1白
金耳と菌：量を漸増して隔Hに4回家兎静脈内に注射し，最
終注射後7日目に血清を採り，凝集素債奪Shigella　flex－
neri群の各菌について交叉定量：凝集反癒によってしらべ
た。その威績は第5表のとおりである。．
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第　　5　表
＼…亀口触標準菌株＼ Sh．
geX．
Pa
，，
?
，，　　　　　　　，，
Q呂　　2b
，，
R
，，
Sa
，，
Sb
，，
SC
，，
T
，，
U
　　，，
魔≠秩D　X
　　，，
魔≠秩D　Y
Sb．　fiex．　la
@　　　　（E．w8（Fla＃1701）株）64001600　32001600800400 400320080032008001600．
，’@1b 64006400320016006400400320032008003200800 800
（Ew10（F2a＃1675）株）800 40012800400 200 200 800 2003200200 400
ザ　2b　　　…一
i晒U（F2b妻1676）椥　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　一 1600400
200
@　　一S003200320080032001600
　．　．　一　　一　　　　　一　　　　．　　　　　一　　　　　　　　　一　　一　　　　　C，@　3 32003200
3200
U400
6400　1600
U400　6400
200
P6 0i・… 32003200800800 400
　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
iEw17（F4a＃95649）株）6400160064006400 6400
R200
1600320032001600
@　　4b
iEw18（F4b＃94949）株）160032001600800
1600
U400
U460
6400　1600
R200　640 8001600400 400
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　｝C，@　4ciEw19（F4c＃1583，株）320080032006400 64003200　640032 0320032003200
，，@　5
@　　　（Ew21〔F5＃63）株）　　　　　　　　『　　　　　　　「 3200160032003200800 800 8001600640016001600800
一一’．．一秩f一－U　　　　　　　　　（Ew221F6＃7）株） 50 一 200 50 一 一 一 200 一 3200　　一 一
　　　var．　X
@　〔Ew12（“X”1677）株）1600400 80032001600200 400 200 一　　3200400
，’@var．　Y
@　lEw13（“Y”167S｝株）3200800 4006400160016008006400
800
P6003200、32003200
註：Sh．　flex．はShigella　flexneriの略。他は第・2表に同じ。
　即ちこの免疫方法によ1）3，200　r・　6，400～12，SOO倍の高い
凝集素俄を有する抗血清を得る事が出來た。Shigella　fiex－
neri群の菌は抗原構造が複雑で表に見る如く類属凝相反
慮を示したが，吸牧によりそれぞれ型抗原に対する型血清
並びに群抗原に対する群血清をつくる事が出山た。詳細は
略するが，大体厚生省編纂衛生強査指針1補遣記載の方法
に準じて行った。從ってこの：方法でつくられた免疫血清は
凝集ii翻買が高いばかりではなく，特異性も保有しているわ
けである。
　5．Sbigella　boydii群の免疫血清の作り方
　Shigella　boydii群の各州についてShigella　flexneri群
の揚合と同じ方法で免疫血清を作ってみたが，Sb．　boydii　1
が400～800　teの低い凝集素儂を示した夕トはすべて1，600～
3，200倍の凝集素債を示した。
考 察
　志賀赤痢菌軽風血清を作る場合，上野氏の指摘
されたように從來の冤疫方法は注射菌：量が多く，
分割注射によって二二に長い日時を要するために
免疫期聞中に家兎が衰弱或いは発死する場合も少
なくなかった。
例えば志賀赤痢菌凝集素血清の冤疫方法を列挙
してみると次．のようである。
1）馴染病研究所の方法3）
??????????????????ー? ?? ）?? ?O．02　mg
O．05　mg
O．1　mg
O．25　mg
O，5　mg
1・Q　mg
ZO　mg
　　申村氏の方法4）
　　　　　　死歯　　0，1mg
　　　　　　死菌
　　　　　　死菌
　各回の間隔は5～7日
3）矢野氏の：方法5）
第1回
第2回
第3回
第4回
第5回
皮　下
皮　下
静脈内
静脈内
二才脈内
静二二
艀脈内
O．2NO．4mg
o．4・一　1．ON2．0　rng
O．02mg
O．04　mg
O．06　mg
O．08　mg
O．1　mg
各回の間隔は3H
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脹内
3）傳染病研究所学友’会：紬菌学実閥提要231（昭26）．
4）申村：細菌学血清学槍査法II，257（昭24）．
5）矢野：千葉医会誌11，1058（昭8）。
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　以上の三方法をまとめて比較すると第6表のと
おりである。
　　　　　　　　　第6表
免疫方法
傳研の方法
中村氏の方法
矢野氏の方法
注射薗：量
3．92　mg
O．7　・一　2．5　mg
　O．3　mg
注射に要する日数
第14日　　　5億儒下　　　　　　　　静脈内
es　17日　　10億箇　　　　静脈内
2）Wadsworthの方法s）
第1法
　25日
ユ3～17日
　22日
　これに対して上野氏の菟疫方法は注射筆管0．04
　　　　　　のmg，注射に要する日数3日で，家兎の衰弱が起ら
ぬ中に：高V・凝集素価と特異ドkをもった1免疫．血清が
得られるのである。
　志賀赤痢菌以外の赤痢菌につV・て從來の冤疫方
法を挙げると次の如くである。
　1）傳染病研究所の方法3）
第1日
戸5H
第9日
第13日
死菌　　0．5mg　　皮　下
死菌　　0．5mg　　静脈内
死菌　1．0　mg　静脈内
生菌　　2．Omg　　静脈内
　2）傳染病研究所のクローム・ワクチンによる冤
　　疫法6）
　各菌株について100mg／mlのクローム・ワクチンを作り
毒性を著しく減少させて次のように漣射する。
　　第1日　　5mg　　静脈内
　　第8H　　　10mg　　　静脈内
　3）中村氏の方法｛）
第1回　　死菌　　0．2～0．4mg
第2回　　死菌　．0．4～1．Omg
第3回　　死菌　　2．0～4．Omg
　各回の間隔は5～7日
静脈内
静脈内
静脈内
　次に外國の文献に記載されている免疫方法を挙
げるが，これ等も矢張り多くの注射菌量と長V・冤
疫日数を要するものである。
　1）Simmonsの方法（志賀赤痢菌）7）
第1i’i
第2ii
第5口
第SH
第11T1
2500万箇
2500万筒
5000万箇
1億簡
2億5000万箇
皮　下
半1辰内
静脈内
静脈内
静脈内
第1H　　死菌
第2i］　　死茜
第5H　　生菌
第71・1　生菌
第9日　　生茜
斜面培養の1／10量
斜面培養の1／コ。：量
斜面培養の1加量
斜面培養の1／10量
斜面培養の1／10量
　死菌はO．25％フォルマリン死菌
第II法
第1日　　死菌
第4日　　死菌
第7H　1死菌
第15H　　生菌
第ユ8日　　生菌
第21日　　生菌
斜面培養の1／，・oo量
斜面培養の1／珊量
斜面焙養の1／5」量
斜面培養のi／sw　g一
斜面培養のi／luo量
餅面培養の1／50：量
　志賀赤痢菌のような毒性の張V・菌の冤疫には第
II法を用V・る。杢部死菌のみで免疫しても満足な
結果カミ得られると。
　3）Gradwohlの方法9、
第1回　　死菌
第2回目　死菌
第3回　　死菌
第4回　　妊二
四5回　　死菌
第6［可　 夕E菌
第7回　　死菌
第8回　　死菌
第9回　死菌
O．1　c．e．
O．5　e．e．
O．7　e．c．
1．0　c．c．
1．0　c．c．
O．5　e．c．
O．7　c．c．
1．0　e．e．
1・O　c．e．
100℃1時問加熱死菌
皮　下
静蕨内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
静脈内
　第1～5回は菌液濃度は比濁計の第1曽に相当するもの。
第6～9回は第3轡に相当するものを用いる。
．注身寸レま1週「｛7JVこ2胸1そ子う0
　4）Mackie＆McCartneyio）の：方法
第1回
第2回
第3圓
第4回
第5回
?????? 斜面培養の1／20量
斜面培養の1／10量
斜面培養の1／5量
余緬培養の1ん量
斜面培養の1ん量
各回の問罪は5～71二lt　600C1時問加熱死菌を用いる。
6，傳染病研究所学友・会：臨床系ltl菌学提要77α召27）．
7）　Simmons　＆　Gentzkow：　Laboratory　Methods　of
　　the　U．　S．　Army　5．　ed．，　409　C1946）．
8）Wadsworth　：S七andard　Methods　3．　ed，783（1947）．
9）　Gradwohl：　Clinieal　Laboratory　Methods　＆　Di－
　　agnosis　II，　1470　（194S）．
10）　Mackie　＆　McCartney：　Handbook　of　Practical
　　BaeteriQlogy　8・　ed．，　241　（1950）．
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志1賀赤痢菌のような毒｝性繭は第1回の菌量を斜面曙養i／ユoo
l量：からは．じめる。
　5）Hallmannの方法耳1）
　第1回　ブイヨン培養　0．25～O．5c．c．
　第2回　　ブイヨン坪養　　0．5～1．Oc．c．
　第3回．　　ブイヨン培養　　1．0～1．5c．c．
　各回の問隔は50。毒性の弧い菌はY，co自金耳を静脈
内に注射する。
　われわれが志賀赤痢菌以外の赤痢菌の凝集素血清をつく
る場合に行った免疫方法は次の二つである。
　第1法
　第11・1　死菌　0．04mg　静脈内
　第，3日　死薗0．04mg　静脈内
　第II法
　第1凹．死菌　0・2mg　静脈内
　第3　r－1　　　　E｝省　　　0．4mg　　　青箏」1辰内
　第51』　　死菌　　1．Omg　　静脈内
　第71』　，死菌　　2．Omg　　静脈内
　　第1法，　第II沼…共ラこ600　C，　30分力置月匙死菌
　即ち第1法ぽ注射菌量0、08mg，注射に要する日
数は3日，第II法は注射菌量326mg，注射に要す
る日数は7日で，前者でも実用し得る血清が得ら
れるが，後者の場合にはなお確実に高v・凝集素憤
と特異性を：もった菟疫拍L清が得られた。しかも免
疫壁画中に家兎が衰弱または即死する事は殆どな
V・のである。從ってこの方法は從來の野卑方法に
比べて能i率的に雪囲血清をつくる：方法であるとい
えよう。
　最近出版された臨床細菌墨提要（傳染病研究所
學友釣編）によると，「クn　一一ム・ワクチンとして
轟牲を減じ，かなり大量の菌を7日おきに2回接
種して15日目には一部探嚇する」という方法が記
載されておる。「志賀赤痢菌でもクローム・ワクチ
ンとすると毒牲が減するので多量の注射が可能で
ある」という。われわれの研究はこの：嘗の叢話さ
れる前に行われたものなのでクロt一一ム・ワクチン
法と．の優劣は比較してないが，どちらも菟疫開始
後約牛月で採血可能となる点，從來記載されてV・
た方法に優る方法であると思われる。上記の各種
の方法の中で，Hallmam1記載の方法の中に「毒性
の呪い菌でtg：　i／　，・〕白金耳だけ門門：評注射される」
とあるのは，上野氏記載の方法とよく似通ってお
り非常に興味深く感ぜられる次第である。
　更にまた，毒性の湿し（菌を用いて冤疫1血清を作
る場合，毒性を減弱させて多量注射出來るような
工夫も一つの手段ではあるが（クローム・ワクチン
とかゼロ・ワクチ乾の如き）逆に菌量をある程度
少なくして毒性を少なくすることによっても口的
を達することが出鉱るとV・うことは考え方として
非常に面白V・と思われる。抗体産生はただ猛た菌
量の多寡だけに関係するものでないことは，チフ
スワクチンの注射の場合皮内注射には皮下注射よ
り少なb：量を用いて同程度の菟疫効果を挙げ得る
事実にも観察されることであって，その機序は明
かでなV・にしても，実地面から注意されてよい事
柄であろう。
　　　　　　　　結　　　論．
　赤痢菌凝集素血清を：作るに当り上野氏の方法を
追試し，同法により力債の高い特異的志賀赤痢菌
凝集素血清を得る事が出來ることを確認し孝。
　同法を大体そのまま他の赤痢菌凝集素血清作製
に適用した場合，総ての場合高力債の血清を得ら
れるとは限らなV・が，同法を若干改変することに
よつて，志賀赤痢菌以外の赤痢菌でも診断に使用
し得るだけの区債と特異性とを具えた凝集素血清
を短時日で得ることが出職た。
　　　　　　　　　　　　（昭和2S．3．10受付｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary
　　　　It　was　confirmed　that　high　potent　agglutinating　serum　against　Shigella　dysent’eriae　1　could
　　be　prepared　by　the　procedure　descrtbed　by　Dr・　Ueno　in　1943，　by　which　rabbits　were　inoculated
　　intrac　venously　with　two　doses　of　O．02mg　of　Shigella　dysenteriae　1　at　intervals　of　two　dic　ys　and　bled
　　seven　days　after　the　second’　inoculation．　The　authors　used　living　organisms，　while　Dr．　Ueno　used
　　heat－killed　organisms．
　　　　When　this　rnethod　was　applied　to　other　members　of　Shigella，　especially　when　it　was　modified
　　slightly，　potent　antisera　courd　be　prepared，　which　had　high　agglutinin　titers　and　specificit｛es　for
　　diagnostic　use・　（Received　Mar．　10，　1953］
11）　Hallmann：　Bakteriologie　u，　Serologie　52・8　（1950）．
